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cytochrome P450（CYP）3A4 は肝臓に存在している薬物代謝酵素の大部分を占め、臨床で使用される 50%以上の医薬品
の代謝に関与する分子種である。そのため、医薬品開発において肝臓での CYP3A4 による代謝は薬物動態を予測するう











1. ヒト iPS 細胞からの肝細胞分化におけるセレコキシブの効果 
2. 異種間キメラ動物作出において ES 細胞が最も肝臓に寄与する手法の開発 
 
【本論】 
第一章 ヒト iPS 細胞からの肝細胞分化におけるセレコキシブの効果 
1. 背景と目的 















発現量低下を抑制し、正常レベルへと回復させることや、マウスにおいて STAT5 の欠損は CYP の発現に影響を与えるこ





2. ヒト iPS 細胞から肝細胞分化に与えるセレコキシブの効果 
 本研究ではヒト iPS 細胞から肝細胞への分化は本研究室で確立したプロトコルを用いて行い、分化 16 日目から 8 日
間セレコキシブ添加の効果を検討した。その結果、分化終了後のヒト iPS 細胞由来肝細胞では、肝細胞マーカーである
asialoglycoprotein receptor 1（ASGR1）や tyrosine aminotransferase（TAT）、CYP3A4 や CYP の誘導に関与する核内






3. セレコキシブによる肝細胞分化誘導促進作用の機序解明  
 セレコキシブは COX 阻害作用以外にも PPARγ活性化作用が報告されており、どの作用により肝細胞への分化誘導が
促進されているか検討を行った。セレコキシブと同じく COX 阻害作用を有するアセチルサリチル酸、ケトプロフェン、
メロキシカム、ニメスリドを添加しても CYP3A4 の発現上昇は認められず、COX1/2 の阻害は肝分化に影響しないことが
示唆された。また、PPARγ作動薬であるピオグリタゾンの添加や、PPARγ刺激により誘導される phosphatase and tensin 
homolog（PTEN）阻害剤である bpV(phen)をセレコキシブと同時添加しても CYP3A4 の発現量に影響を与えないことから、
PPARγ活性化作用も肝分化に影響しないことが示唆された。その一方で、STAT5 阻害作用を有するピモジドをセレコキ
シブと同時に添加することで CYP3A4 発現量が減少した。以上のことから、セレコキシブは STAT5 活性化作用により肝
細胞分化を促進させることが示された。 
  
第二章 異種間キメラ動物作出において ES 細胞が最も肝臓に寄与する手法の開発 
1. 背景と目的 
 近年、PSCs からの機能的な臓器の作製法として、胚盤胞補完法による in vivo での臓器作製が報告された。この報告
では、膵臓の発生やβ細胞の成熟化に必須の転写因子である Pdx1（pancreatic and duodenal homeobox1）をノックア












るキメラ動物の作出効率及び肝臓における異種 ES 細胞の寄与率の違いを比較し、in vivo での異種 PSCs からの機能的
な肝臓作製の可能性について検討した。 
2. マウス/ラット ES 細胞異種間キメラマウスの作出 
 蛍光タンパク質（tdTOMATO）で標識したラット ES 細胞を胚盤胞あるいは 8 細胞期胚へ注入、もしくは透明帯を除去
した 8 細胞期胚とラット ES 細胞と共培養することによりマウス/ラット ES 細胞異種間キメラマウスを作出した。作出
したマウスは体表部に tdTOMATO の蛍光が認められ、ラット ES 細胞が寄与したキメラマウスであることが確認された。
また、移植胚数に対するキメラマウスの作出率は胚盤胞注入法（12.5%）、8細胞期胚注入法（4.7%）、8細胞期胚注入法
（3.3%）と胚盤胞を用いた方が 8 細胞期胚を用いるよりも高率であった。 
3. 各臓器におけるラット ES 細胞寄与率の算出 
 4 週齢のマウス/ラット細胞異種間キメラマウスの各臓器（肝臓、膵臓、心臓、肺、腎臓）からゲノム DNA を抽出し、
qPCR 解析によりそれぞれの臓器におけるラット ES細胞の寄与率を算出した。胚盤胞補完法の際に行われる胚盤胞注入
法で作出したキメラマウスにおいて、肝臓へのラット ES 細胞の寄与はほとんど認められなかった。一方、8細胞期胚注
入法で作出したキメラマウスにおいて、肝臓へのラット ES 細胞の寄与率が有意に上昇し、およそ 10%程度であった。こ
れは胚盤胞注入法で作出したキメラマウスの膵臓における寄与率よりも高く、既に報告されている胚盤胞補完法による
膵臓の作製と同様に 8細胞期胚補完法により、ES細胞由来肝臓の作製が可能であることが示唆された。その一方で、腎
臓においては作出手法に関わらずラット ES 細胞の寄与は認められなかった。 
4. キメラマウス肝臓におけるラット CYP2C6 の発現 
 キメラマウス肝臓においてラット CYP2C6 特異的抗体を用いて免疫染色を行い、ラット ES細胞由来細胞が肝実質細胞
に寄与しているか検討した。8 細胞期胚凝集法及び 8細胞期胚注入法により作製したキメラマウス肝臓において、ラッ










2. 第二章では、既存の手法である胚盤胞注入法と比較し、8 細胞期胚注入法により肝臓におけるラット ES 細胞の寄
与率が顕著に上昇することを明らかにした。これは、8 細胞期胚補完法によりマウス体内に異種 PSCs 由来肝臓が
















細胞の寄与率が顕著に上昇することを明らかにした。これは、8 細胞期胚補完法によりマウス体内に異種 PSCs 由来肝臓
が作製可能であることを示唆するものであり、今後、本手法を用いてマウス体内に 100% PSCs 由来の機能的な肝臓が作
製されることが期待される。 
上記の研究は、ヒト iPS 細胞由来肝細胞の機能を高め、創薬研究に有用な細胞を作る新たな方法を提案したものであ
り、創薬試験研究材料研究において重要な知見を得たものとして価値ある業績と認める。よって本研究者は、博士（薬
学）の学位を得る資格があると認める。 
 
